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摘要 : 昆虫 中 肠 氨 肽 酶 N 是 Bt 毒素 的 重要 受 体 之 一 , 与 Bt 毒素 的 杀 虫 机 制 及 昆虫 Bt 抗 性 的 产生 密切 相关 。 本 研 
究 通 过 简 并 引物 PCR 结合 RACE 技术 克隆 并 获得 大 量 Sesamia inferens Bt 受 体 和 蛋白 一 一 氨 肽 酶 N (aminopeptidase 
N, APN) 基 因 的 cDNA 序列 全 长 , 经 NCBI 同 源 比 对 分 析 , 认为 该 基因 为 APN3 EN, 并 将 其 命名 为 SIAPN3 
( GenBank 登录 号 为 HQ636624) 。 序 列 分 析 表 明 , 该 基因 的 cDNA 序列 全 长 为 3 411 bp, 开放 阅读 框 为 3 018 bp, 
编码 1 006 个 氨基 酸 ; 预测 重 白 质 分 子 量 为 114 kD, 等 电 点 为 4.95; 其 推导 的 氨基 酸 序列 中 具有 鲜 这 目 昆 虫 氨 肽 
酶 N 典型 的 结构 特征 , 即 含 有 1 个 N- 和 12 个 0- 连接 的 糖 基 化 位 点 ,，N- 末 端 具 有 18 个 氨基 酸 的 剪 切 信号 肽 , FA 
酸 锌 化 所 肽 酶 保守 结构 GAMEN, 锌 结合 位 点 HEXXHX,E, C- 末 端 具 有 22 个 氨基 酸 的 糖 基础 脂 酰 肌 醇 (CPI) 6448 
号 肽 。 采 用 实时 定量 PCR 研究 了 SiAPN3 ERIR 4 龄 幼虫 肠 道 不 同 部 位 和 幼虫 不 同龄 期 的 转录 表达 谱 。 结 果 表 
H, 该 基因 在 幼虫 中 肠 中 的 表达 量 最 高 , 其 次 为 后 肠 , MARR ERA, 且 中 肠 和 后 肠 中 的 表达 量 显著 高 于 前 
肠 (P<0.05); SiAPN3 在 3 龄 幼虫 中 的 表达 量 最 高 , 1 龄 幼虫 中 最 低 , 虽然 3、4 日 龄 之 间 的 表达 量 没有 显 车 差异 ， 
但 二 者 均 显 著 高 于 其 他 日 龄 , 1, 2 和 5 日 龄 之 间 不 存在 显著 差异 (已 >0.05 ) 。 该 研究 为 阐明 APN 基因 的 功能 及 大 
EXT Bt 抗 性 产生 的 分 子 机 制 葛 定 了 基础 。 
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Cloning and expression profiling of aminopeptidase N encoding gene in 


the larval midgut of Sesamia inferens ( Lepidoptera: Noctuidae ) 

WANG Xing-Yun, MA Wen-Jing, HAN Lan-Zhi* , HOU Mao-Lin (State Key Laboratory of Plant 
Disease and Insect Pests, Institute of Plant Protection, Chinese Academy of Agricultural Sciences, 
Beijing 100193, China) 

Abstract: Aminopeptidase N (APN) is located in the brush border membrane vesicles ( BBMV) of 
insect midgut. It is the major receptor of insecticidal crystal proteins from Bacillus thuringiensis ( Bt) and 
is closely related to the resistance of insects to Bt toxin. To clarify the relationship of APN and the 
resistance of Sesamia inferens to Bt toxin, the full-length APN-encoding cDNA sequence was cloned from 
BBMV of S. inferens midgut by degenerate PCR and RACE techniques and named as SiAPN3 ( GenBank 
accession no.: HQ636624). The relative expression levels of SIAPN3 in different larval gut tissues and 
instars of S. inferens were determined by Quantitative Real-time PCR (qPCR) assays. The results 
showed that SIAPN3 is 3 411 bp in full-length and consists of an opening reading frame of 3 018 bp that 
encodes a protein of 1 006 amino acid residues. The predicted molecular weight and isoelectric point are 
114 kDa and 4. 95, respectively. The putative protein sequence includes one N-linked and twelve O- 
linked glycosylation sites, a zinc metal binding site motif of HEXXHXISE that is typical of the active 
sites of zinc-dependent metalloproteases, and a highly conserved GAMEN motif that forms part of the 
active site. In addition, it contains a cleavable N-terminal signal peptide with 18 amino acids, as well as 
a glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor signal peptide with 22 amino acids at the C-terminus, which 
are also the typical characteristics of lepidopteran APN proteins. The expression profiles in different 
portions of gut of the 4th instar larva revealed that the expression level of SiAPN3 was significantly higher 
in larval midgut and hindgut compared with that in foregut ( P < 0. 05). The expression profiles in 


different instar larvae showed that SiAPN3 was expressed in all instars of S. inferens larvae, with the 
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highest level in the 3rd instar larvae and the lowest level in the 1st instar larvae. The expression levels of 
SiAPN3 at the 3rd and 4th instars were obviously higher than those at other instars, despite lack of 


statistically significant differences; no significant difference was found in the expression levels among the 


Ist, 2nd and 5th instars ( P > 0. 05). The results provide experimental evidence for revealing the 


function of APN gene and the molecular mechanism of resistance to Bt toxin in S. inferens. 
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20 世纪 90 年 代 以 前 ， X ER Sesamia inferens 
(Walker) 在 我 国 仅 为 一 种 次 要 害虫 。90 年 代 后 ， 
随 耕 作 制 度 变 更 、 杂 交 稻 面积 的 扩大 和 害虫 抗 药性 
产生 , 大 坚 种 群 数量 显著 上 升 , 给 我 国 的 水 稳 生 产 
造成 严重 为 害 ( 傅 强 和 黄 世 文 , 2005) 。Bt 水 稻 的 
成 功 研 制 为 大 晨 的 防治 提供 了 新 策略 ,而 害虫 对 Bt 
作物 的 抗 性 风险 成 为 制约 其 可 持续 应 用 的 关键 因 
素 。 因 此 , 明确 害虫 对 Bt 作物 的 抗 性 机 制 , 制定 适 
宜 的 抗 性 治理 稼 略 已 成 为 Bi 水稻 生 产 应 用 的 当 务 
之 急 。 

已 有 人 研究 表明 ，Bt 毒素 与 受 体 结合 能 力 的 改变 
是 昆虫 Bt 抗 性 产生 的 主要 原因 (Ferré and Van 
Rie, 2002) , Eb 8 F Jg A] nl] TR. 2 S EY (brush 
border membrane vesicles, BBMV) 上 存在 多 种 Bt 受 
fk, 其 中 氮 肽 酶 -N(aminopeptidase N, APN) ERE 
要 的 受 体 和 蛋白 之 一 (Pigott and Ellar，2007 ) 。 它 是 
一 类 镍 依赖 的 水 解 重 日 酶 , AH A E R F A R 
BBMV 上 分 布 最 为 丰富 , AO PIERRE 
5%. EHER Manduca sexta 的 APN 首次 被 分 
离 并 鉴定 为 Bt 毒素 受 体 以 来 ,目前 已 有 烟草 天 蛾 、 
/N IR Plutella xylostella, iR Lymantria dispar. 
FRIR Heliothis virescens 等 10 余 种 昆虫 的 90 多 
个 APN 基因 被 相继 克隆 并 在 GenBank 上 登录 ( 马 文 
静 等 , 2011 ) 。 进 一 步 通 过 标记 、 结 合 、 人 免疫 组 化 、 
RNA 干涉 等 方法 对 Bt 毒素 与 APN 的 结合 能 力 及 
APN 基因 的 功能 进行 了 大 量 人 研究 , 发 现 APN 基因 
的 表达 下 调 ( Rajagopal et al., 2002; Herrero et al., 
2005; Sıvakumar et al., 2007, Yang et al., 2010, 
Tiewsiri and Wang, 2011), 3E | 2€ (Zhu et al., 
2000) 或 缺失 (Zhang et al., 2009) 都 可 引起 害虫 对 
Bt 毒素 产生 抗 性 。 

KIRE Bt 水 稳 上 的 种 群 动态 及 其 潜在 抗 性 风 
险 已 有 报道 (高 玉林 等 ,，2006; Han et al., 2008, 
2011) , {ACHE Bt 毒素 抗 性 产生 的 分 子 机 制 研 究 
还 尚未 开展 , 而 有 效 的 抗 性 治理 策略 是 建立 在 对 害 
虫 抗 性 分 子 机 制 明确 的 基础 之 上 。 基 于 此 , 本 研究 
系统 开展 了 大 蜡 APN3 基因 的 克隆 、 序 列 分 析 及 转 


录 水 平 的 时 空 表达 ,以 期 为 大 旦 对 Bt 毒素 抗 性 产 
生 的 分 子 机 制 及 APN 基因 的 功能 研究 更 定 基 础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 BtiX FE H 

大 旦 幼虫 采 自 浙江 富阳 郊区 水 称 田 , 在 实验 室 
内 用 葡 日 饲养 至 化 晴 ,， KAM, Pe ON, 27 m SEHE 
后 用 人 工 饲 料 饲养 ,饲养 至 所 需 龄 期 的 Fl 代 幼 忠 
作为 供 试 虫 源 。 大 旦 饲养 条 件 为 温度 25 +1, 48 
对 湿度 75% +10% , 光 周 期 16L: 8D, 
1.2 主要 试剂 

总 RNA 提取 试剂 Trizol, ColdScript cDNA, 
GeneRacer" Kit, DNase I ( RNase Free) 和 
Platinum? qPCR SuperMix-UDG 34) lá Ej Inviotrogen 
Anjo ıTaq, Ex Tag 和 LA Taq DNA EH, dNTPs 
及 10 x PCR buffer( $ MgCl, ) 缓冲 液 均 购 自 TaKaRa 
45H], AMP* . IPTG, X-gal(20 mg/mL) 和 Top10 感 
受 态 细胞 购 目 天 根 生化 科技 (北京 ) 有 限 公 司 ; DNA 
Marker WA E GenStar 44H]; DNA Gel Extraction Kit 
I) A Axygen 公司 ; pGEM-T Easy Vector System | 购 
E Promega 公司 。 引 物 合成 (PAGE 纯度 ) 由 上 海 生 
3] REDON APRA BI SEM 8 A IN 
市 售 分 析 纯 。 
1.3 KE APN3 基因 全 长 cDNA 克隆 
1.3.1 总 RNA 提取 和 第 一 链 cDNA 的 合成 : 取 单 
RIES 龄 幼虫 中 肠 放 和 人 无 RNase IRA "P JIILA 
液 氮 充 分 研磨 至 粉末 状 , 采用 Trizol 法 提取 总 
RNA, 获得 的 RNA LEH 50 pL DEPC 水 溶解 , 测 
XE RNA 的 ODaZ0OD: 值 和 浓度 ,并 进行 1% 琼脂 
糖 凝 胶 电 泳 。 取 总 RNA 为 模板 , 以 Oligo( dT) ,5 为 
反 转 录 引 物 , 在 反 转 录 酶 的 作用 下 催化 第 一 链 
cDNA 的 合成 。 
1.32 APN 基因 片段 的 克隆 : 根据 GenBank Fo 
AJARA E Helicoverpa armigera ( AAN04899. 1) 、 家 
看 Bombyx mori ( BAA33715.1). /| v3 ( ADD39718. 
1) MEHA IR Spodoptera exigua ( AAP44967. 1) 的 
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APN 的 氨基 酸 序列 , 利用 DNAMAN 软件 根据 保守 
区 域 结合 密码 子 偏好 特征 设计 了 一 对 简 并 引物 Fl 
和 RI1( 表 1, 图 1), 以 第 一 链 cDNA 为 模板 进行 
PCR 扩 增 , 扩 增 完毕 后 , 用 1% DRAB ERE c Fa, Tak 
测 并 分 离 PCR 产物 。 利 用 Axygen HARPER DNA 
纯化 试剂 盒 回收 PCR 产物 ， 经 胶 回 收 后 克隆 于 
pGEM-T Easy 载体 上 , 转化 Top10 感受 态 细 胞 , Pk 
BE YA CASS, 进行 菌落 PCR 鉴定 , 再 对 阳性 
克隆 进行 测序 。 

RACE J 1%: 根据 简 并 引物 PCR 扩 增 产物 测序 
结果 , 设计 了 1 条 3’RACE 引物 RACE-F1( 表 1, 图 
1) f 2 4& 5'RACE 引物 RACE-R1 和 RACE-NR1( 表 


0 0.5 1.0 1.5 


1, 图 1) 用 于 RACE-PCR 反应 , IRIRE APN 
EAH 32041 5 R cDNA F7], 3'RACE Fil 5’ 
RACE 反应 按照 Invitrogen 说 明 书 进行 。 用 1% DR 
糖 凝 胶 电 泳 检测 ,分离 并 回收 PCR 产物 , 连接 转化 
后 , ARM PCR 鉴定 , 对 阳性 克隆 进行 测序 。 
1.3.3 全 长 序列 验证 : 根据 简 并 引物 PCR 及 
RACE PCR 扩 增 结果 , 将 得 到 的 APN CHR Hr BR 
DNAMAN 软件 进行 连接 。 采 用 Primer Premier 5.0 
设计 了 两 对 全 长 引物 APN-FI 和 APN-R1 以 及 APN- 
F2 和 APN-R2( 表 1, 图 1), 用 于 PCR 扩 增 、 测 序 ， 
对 APN 的 cDNA 全 长 序列 进行 验证 。 


2.0 2.5 3.0 3.5 kb 


| 


Fl 


R1 


>? 


3' RACE F1 
5’ RACE-R1 


5’ RACE-NRI 
APN-FI 
APN-F2 


APN-RI 
Y<- HE po 


APN-R2 


一 一 -一生 
图 1 PCR 和 RACE 反 应 中 引物 的 相对 位 置 


Fig. 1 The corresponding positions of primers used in PCR amplification and RACE reactions 


表 1 在 本 研究 中 所 用 的 引物 
Table 1 Oligonucleotide primers designed in the study 








引物 名 称 引物 序列 (5' -3^) 引物 用 途 
Primer name Primer sequences Use of primers 
Fl GCYACYACNCARTTCCA APN 部 分 序列 的 扩 增 
Rl GCRTTNGTRCGGTCRTG Amplification of partial APN sequence 
RACE-FI GACATACATGGGTCTTGGCACTC 3'RACE 
RACE-RI GGTGCAGAAGTAAACGTGATAGGGA 
RACE-NRI AGTTAGAGGGTGAGGATTGTTGGAC > RACE 
APN-F1 ACTTCGTTATTATGGTTCAG 
APN-RI GTGCTATGGTTTATTTGGAC 全 长 验证 
APN-F2 ATAGCAATAAGATGGATGG End to end 
APN-R2 TGAAGAGAGACACAAAAGT 
APN3-F ACATCGAGCTGAGTACAGACAC 
APN3-R CTGACTGAACCATAATAACGAAGTG 
APN3-P (FAM) AGACTGCCTACCACCACCGCTCC (Eclipse) 实时 荧光 定量 PCR 
B-actin-F TCTCTTCCAGCCCTCATTCTTG Quantitative Real-time PCR 
B-actin-R CTGCATACGGTCGGCGATG 
B-actin-P (FAM) CCAACGGCATCCACGAGACCACTT ( Eclipse) 





FAM 表示 5 Am Ice, Eclipse 表示 3 RA SER], FAM represents the reporter dye at the 5’ end and Eclipse represents the quencher dye at 


the 3’ end. 
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1.4 序列 分 析 

所 得 序列 在 NCBI 上 进行 同 源 性 比较 分 析 
(http://www. ncbi. nlm. gov/blast/) 。 利 用 DNAstar 
和 DNASIS 软件 找 出 开放 阅读 框 并 将 核 昔 酸 序列 推 
导出 氨基 酸 序 列 ; 利用 DNAMAN 软件 分 析 基 因 的 
保守 区 域 ; 利用 ExPASy Compute pl/Mw tool FAT 
基 酸 序列 的 分 子 量 和 等 电 点 ; 利用 SignalP3. 0 
Server (www. cbs. dtu. dk/services/Signal P) 和 Big- 
aPredictor ( http://mendel. imp. ac. at/gpi/gpi _ 
server. html) 分 别 分 析 氨 基 酸 序列 的 NAAA CR 
端的 信和 号 肽 序列 ; 利用 ExPASy NetNGlyc 1.0 Server 
分 析 氨 基 酸 序列 的 N- 糖 基 化 位 点 (www. cbs. dtu. 
dk/services/NetNGlyc/); 利用 ExPASy NetOGlyc 
3.1 分 析 氨 其 酸 序列 的 0- 糖 基 化 位 点 (www. cbs. 
dtu. dk/services/NetOGlyc/) ; 在 PROSITE 数据 库 中 
进行 保守 区 同 源 分 析 (http://www. expasy. ch/ 
prosite/ ) 。 
1.5 实时 定量 PCR AMM AIR APN 基因 的 表 
Aig 
1.5.1 定量 模板 的 制备 : REI -5 龄 各 龄 中 期 幼虫 
的 中 肠 组 织 分 别 置 于 勺 浆 和 项 中, 加 入 Trizol WES 
K, 分 别提 取 不 同龄 期 大 蝶 幼 虫 的 总 RNA, 并 用 
DNA 消化 酶 (DNase I ) 降解 ,去 除 残 留 在 总 RNA 
中 的 基因 组 DNA。 将 纯化 后 的 总 RNA 经 琼脂 糖 凝 
胶 电 泳 检测 其 质量 , 并 用 微量 紫外 分 光 光 度 仪 
( Nanodrop 2000 检测 其 纯度 并 定量 , 将 定量 后 的 总 
RNA 为 模板， 进行 反 转 录 (Invitrogen ColdScript 
cDNA 反 转 录 试 剂 盒 ) 获得 CDNA 第 一 链 , 用 于 实时 
JOE E PCR 的 反应 模板 。 所 有 不 同龄 期 处 理 的 
aR UJ] AEB BL, 每 一 处 理 3 次 重复 。 

UK SR 4 龄 中 期 幼虫 的 前 肠 、 中 肠 和 后 肠 ,， 分 
别提 取 总 RNA 并 进行 cDNA 第 一 链 的 合成 ,步骤 
同上 。 所 有 处 理 重 量 均 保 持 一 致 ,每 一 处 理 3 次 
重复 。 

引物 合成 : HKE H b-actin 基因 为 内 参 基 因 ， 
根据 获得 的 APN 的 cDNA 全 长 和 B-actin 片段 设计 
引物 及 Taqman RET, BRET 5 my FAM 标记 , 3% 
> Eclipse 标记 ( 表 1), 引物 及 探 针 均 由 大 连 宝 生物 
ERARA T) (TaKaRa) 合成 。 
1.5.2 探 针 可 靠 性 验证 : 为 了 验证 引物 的 特异 性 
和 探 针 的 可 靠 性 , 将 反 转 录 获 得 的 大 晓 的 cDNA Y 
度 为 1， 以 10 倍 系 列 分 别 稀释 成 0. 1, 0.01, 
0.001, 0.0001 和 0. 00001 的 浓度 梯度 , 以 这 6 个 
不 同 浓度 的 cDNA 为 模板 , 分 别 进行 严 光 定量 


PCR, 每 个 样品 3 次 重复 , 同时 设置 3 个 空 昌 对照。 
反应 结束 后 ,收集 Cy 值 , 并 用 1% BBA PEGE IBS E 
泳 进行 检测 。 
1.5.3 APN 基因 的 表达 谱 检 测 : 用 于 Real-time 
PCR 4) 增 检测 的 起 始 模板 为 上 述 已 合成 好 的 不 同 
龄 期 、 肠 道 不 同 部 位 的 cDNA 序列 。 反 应 体系 为 25 
uL, 包括 : PCR SuperMix-UDG 12.5 uL, 正 反 问 引 
物 (10 pmol/L) 4& 0. 5 uL, 探 针 (10 pmol/L) 0. 25 
uL, ROX(0.1 pL)0.5 uL, 模板 cDNA 1 uL, AW 
IK 9.75 uL, Aw. 500C 孵育 2 min; 95°C MAR 
性 2 min; 95T 3 s, 65?C 30 s, 40 个 循环 。 空 白 对 
照 模板 为 水 , 所 有 样品 均 重 复 3 次 , 反应 均 在 ABI 
Prism 7500 Fast Detection System ( Applied Biosytems ) 
实时 定量 PCR 仪 上 完成 。 
1.6 数据 处 理 与 分 析 

以 APN 基因 在 工龄 幼虫 和 前 肠 的 表达 量 为 标 
ESE, 利用 2 “相对 定量 法 计算 APN AER 
道 不 同 部 位 和 龄 期 中 的 表达 量 差 异 (Livak and 
Schmittgen, 2001) , 表达 量 的 差异 显著 性 比较 采用 
SPSS 软件 (SPSS v16. 0 ) 进行 分 析 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 KE APN3 基因 全 长 cDNA 的 克隆 

Al FTF S|) (FL 和 R1) PCR 2738 APN 基因 
的 目的 片段 , 扩 增 产物 进行 琼脂 糖 凝 胶 电 瀛 ， 获 得 
长 度 为 1 518 bp 的 目的 片段 (图 2: A). MFH 
通过 NCBI-BLAST 比 对 分 析 表 明 , 目的 片段 和 其 他 
pa A EE APN 序列 具有 和 较 高 的 同 源 性 ， 进 一 
步 通过 RACE-PCR 分 别 获得 2 292 bp 的 3' 端 序列 
(图 2: B) 以 及 分 别 为 1824 和 1 398 bp 的 5' 问 序列 
(图 2: C) 。 最 后 通过 DNAMAN 软件 将 4 段 相 互 重 
登 的 族 段 进行 拼接 ,获得 全 长 序列 。 由 于 基因 较 
K, 为 进一步 验证 该 序列 的 准确 性 , 在 上 述 测 序 结 
果 的 基础 上 , 针对 APN 全 长 序列 分 段 设计 两 对 特 
异性 引物 , 进行 PCR 扩 增 , 分 别 得 到 预期 片段 为 
2 428 bp 和 1 401 bp 的 两 条 目的 条 市 (图 2: D), x 
一 步 测序 表明 , 该 序列 就 是 我 们 所 要 获得 的 APN 
基因 的 cDNA 全 长 序列 。 将 该 基因 的 氨基 酸 序 列 在 
NCBI 上 进行 同 源 序列 比 对 ，BLAST 结果 表明 ,该 
序列 与 GenBank 上 已 登录 的 小 菜 峨 APN3 ( GenBank 
登录 号 : AAF01259.2) 的 同 源 性 达到 72% , 与 棉铃 
E (GenBank 登录 号 : AAF37560. 1). KH FE OK IE 
Ostrinia nubilalis (GenBank &%5: ABLO1483. 1) , 
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WER (GenBank 登录 号 : AAP33526. 1) 其 他 3 系统 发 育 分 析 (图 3), 发 现 该 APN 与 APN 基因 家 
pa A EE c APN3 的 同 源 性 分 别 为 67% , 66% M 族 的 Class3 类 同 源 性 最 高 ( 马 文静 等 , 2011 ) ， 故 将 
64% , 将 该 基因 的 氨基 酸 序 列 与 已 在 GenBank k% 其 命名 为 SIAPN3 ( GenBank 登录 号 为 HQ636624) 。 
陆 的 其 他 鳞 翅 目 昆 虫 APN 基因 的 氨基 酸 序 列 进行 


A T T B C D 
bp 
bp 5000 
5000 — b 3000 
3000 bp shot 2000 
2000 2292 一 bp 
3000 
mn 1824 
bp 1398 
1518 — 





图 2 KIE APN3 HR ( SIAPN3) 的 PCR 扩 增 产物 鉴定 
Fig. 2 Identification of PCR amplification products of Sesamia inferens APN3 gene ( SiAPN3 ) 
A: 用 简 并 引物 进行 的 PCR HI% PCR amplification with degenerate primer; B; 3'»;; PCR 37 3$ Amplification of 3? RACE-PCR; C; 5’ sig PCR 2 38 
Amplification of 5’ RACE-PCR; D: APN3 全 长 序列 的 PCR f 5$ PCR amplification of full-length sequences of APN3; M; DNA 分 子 量 标 准 DL2000 
plus; 1-8: PCR 扩 增 产物 Amplification products of PCR. 


HaAPN3[AAP37953.1] 


100 
52 HpAPN3[AAF37560.1] 
70 SeAPN3[AAP44966.1] 
SiAPN3[AEL22855.1] 
93 PxAPN3[AAF01259.2] 
OnAPN3[AEO12689.1] 
55 BmAPN3[AAL83943.1] 
TnAPN3[AAX39865.1] 
LdAPN3[AAL26894.1] 
100 


MsAPN3[AAM18718.1] 


图 3 SiAPN3 5 Eft EH HER APN3 氨基 酸 序 列 的 系统 发 育 树 分 析 


Fig. 3 Phylogenetic tree of SIAPN3 and APN3 proteins in other lepidopteran insects based on amino acid sequences 
Ha: 棉铃 虫 Helicoverpa armigera; Hp: 斑 实 夜 蛾 Helicoverpa punctigera; Se: 甜菜 夜 蛾 Spodoptera exigua; Si: KIE. Sesamia inferens; Px: /|]v3 Wk 
Plutella xylostella; On: ERY EXIF Ostrinia nubilalis; Bm: ZÆ Bombyx mori; Tn: 粉 纹 夜 蛾 Trichoplusia ni; Ld; $$ 8E Lymantria dispar; Ms: 烟 
Fi IR Manduca sexta. 


2.2 ”序列 分 析 20.1% . 1-49 bp 为 和 端 非 编码 区 , 3 072 ~3 411 

克隆 得 到 大 坚 APN3 的 cDNA 全 长 序列 为 bp 为 3 端 非 编码 区 , 50 -3 071 bp 为 开放 阅读 框 
3 411 bp, GC 含量 为 43. 6% ，AT 含量 为 56. 4% ， ORF。 该 基因 的 cDNA 序列 编码 1 006 TAER, 
HHT527.7%,C523.5%,A5H238.7%,Ch 推导 的 氮 基 酸 序列 存在 1 个 N- 糖 基 化 位 点 (N- 
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3 讨论 


目前 , 被 广泛 接受 的 Bt 毒素 对 昆虫 毒 杀 作 用 
的 分 子 机 制 有 两 种 : (1) 穿孔 模型 ， 活 化 的 Bt 毒素 
单 体 与 昆虫 中 肠 BBMV 上 的 受 体 进行 有 序 结合 , 形 
成 的 结合 物 集中 在 中 肠 细胞 膜 的 脂 徐 上 , 插入 细胞 
IR, 在 膜 上 形成 孔洞 ,细胞 裂解 ， 导 致 昆虫 死 亡 
( Bravo et al., 2004, Bravo and Soberön, 2008) ; (2) 
信号 转 导 模型 ，Bt 毒素 与 BBMV 上 的 受 体 结合 , 激 
发 了 Mg “依赖 的 信号 通路 的 下 游 反 应 ,引起 细胞 
死亡 (Zhang et al., 2006)。 可 见 不 论 哪 种 模式 ，Bt 
毒素 与 受 体 的 结合 均 是 毒素 发 挥 作用 不 可 缺少 的 环 
节 。 本 研究 通过 简 并 引物 PCR 结合 RACE 技术 克 
隆 并 获得 大 蝶 APN 基因 的 cDNA 全 长 序列 。 该 序 
列 全 长 为 3 411 bp, 开放 阅读 框 为 3 018 bp, 编码 
1 0064-24 3EB2 ; AA SEHE ERAR N 的 典型 
结构 特征 , BU N- 末 端 具 有 18 TARERE 
肽 , 谷 氨 酸 匀 化 氨 肽 酶 保守 结构 GAMEN, FAA 
位 点 HEXXHXISE, C- 末 端 具 有 22 个 氨基 酸 的 糖 基 
MEHR URE( GPI) 销 信 号 肽 。 同 源 序 列 比 对 及 系统 
发 育 分 析 认 为 ,该 基因 属于 APN 基因 家 族 中 的 
Class3 类 ,， 故 将 其 命名 为 SIAPN3 (GenBank 登录 号 
为 HQ636624) 。 该 类 APN 是 目前 GenBank 中 登录 
数量 最 多 、 包含 物 种 数目 也 最 多 的 一 类 APN, EHE 
C-m GPI 销 定 信号 序列 下 游 有 一 段 富 售 办 氨 酸 区 
R, 该 区 域 合 有 大 量 的 0- 糖 基 化 位 点 (Pigott and 
Ellar, 2007)。 经 预测 , KRIE APN3 基因 含有 12 
个 0- 糖 基 化 位 点 , 并 形成 一 个 可 提高 细胞 膜 表面 酶 
活性 的 葵 结 构 , 并 推测 该 区 域 可 能 是 Cry 毒素 的 结 
合 区 。 

本 研究 还 表明 ，APN3 受 体 蛋白 基因 在 大 旦 幼 
虫 的 肠 道 不 同 部 位 和 不 同龄 期 中 均 能 表达 , 但 以 幼 
忠 中 肠 中 的 表达 量 最 高 ,其 次 为 后 肠 ， 前 肠 中 表达 
量 最 低 ; 幼虫 不 同龄 期 中 以 3 龄 的 表达 量 最 高 , 其 
次 为 4 龄 ,1 龄 幼虫 中 表达 量 最 低 , 但 3、4 日 龄 间 
的 表达 量 没 有 显著 差异 ,二 者 均 显 著 高 于 其 他 日 
Wt. 1, 2 和 5 日 龄 间 的 表达 量 没 有 显著 差异 。 大 昨 
APN3 基因 的 这 种 时 空 表达 模式 同 棉 伶 虫 、 欧 洲 玉 
He BS Ostrinia nubilalis ME 1X T8 25 R Epiphyas 
postvittana FREA A ÆR, 即 APNs 基因 在 幼虫 的 不 
同龄 期 中 均 能 表达 , 且 主 要 在 中 肠 组 织 中 表达 
(Simpson et al., 2008; Angelucci et al., 2008; Crava 
et al., 2010; Khajuria et al., 2010), AAA, 中 


肠 并 不 是 APN EA 635 ME — HARE, IK 
VEXER APN 基因 在 马 氏 管 中 的 表达 量 与 在 中 肠 
组 织 没 中 有 显著 差异 (Crava et al., 2010); 有 的 昆 
虫 在 所 有 龄 期 中 均 能 高 表达 (Angelucci et al., 
2008) ， 而 有 的 在 低龄 幼虫 中 表达 量 较 低 ， 随 龄 期 
的 增加 表达 量 逐 渐 升 高 ,到 一 定 龄 期 后 ,表达 量 反 
而 又 有 所 下 降 (Crava et al., 2010) , MIRE BR 
表达 方式 正好 符合 后 者 。 这 也 进一步 说 明了 幼虫 不 
同龄 期 、 组 织 中 APN 基因 的 表达 量 在 不 同 昆虫 间 
差异 较 大 。 

APN 的 表达 量 和 表达 模式 与 抗 性 的 产生 也 是 
密切 相关 的 。APN 在 昆虫 中 肠 内 具有 双重 角色 , 一 
是 作为 消化 食物 的 和 蛋白酶, 为 一 功能 为 Bt ERZ 
体 (Pigott and Ellar，2007 ) 。 它 主要 在 幼虫 不 同 发 
育 阶 段 的 中 肠 体 内 表达 , HPA Bt 毒素 溶解 、 消 
化 和 发 挥 毒 力作 用 的 主要 场所 。 因 此 , KIE APN 
的 这 种 表达 模式 不 但 与 昆虫 本 映 的 取 食 习性 相 适 
M, 而 且 也 是 Bt 毒素 发 挥 毒 力作 用 和 昆虫 产生 抗 
性 的 主要 因素 ( Crava et al., 2010; Khajuria et al., 
2010). Rajagopal & (2002) 利用 RNA 干涉 技术 人 研 
KRITIK Spodoptera litura SIAPN 基因 的 表达 与 
CrylC 毒素 抗 性 的 关系 ,发 现 SIAPN 表达 量 降低 ， 
幼虫 对 Cry1C 毒素 的 抗 性 增强 ,类 似 研究 也 表明 ， 
APN 的 表达 下 调 与 棉铃 虫 对 CrylAc 的 抗 性 密切 相 
Æ (Sivakumar et al., 2007) 。 通 过 抑制 性 消减 杂交 
研究 发 现 , HSE BCH Cry1Ca 抗 性 品系 中 , SREKIS-N 
基因 的 表达 下 调 是 其 抗 性 产生 的 主要 原因 (Herrero 
et al., 2005). Yang 等 (2010 ) MH FE ME Diatraea 
saccharalis Cryl Ab 抗 性 品系 中 APNI - APN3 的 水 解 
能 力 和 基因 表达 水 平 明 显 低 于 敏感 品系 , 利用 RNA 
干涉 试验 进一步 验证 了 APN 表达 量 的 下 降 与 Bt 抗 
性 密切 相关 。Tiewsir 和 Wang (2011) EN A JR 
组 学 、 液 相 色 谱 质 谱 、 结 合 和 表达 谱 分 析 等 手段 也 
BARA I SUE Trichoplusia ni 中 肠 APN1 的 表达 
下 调 与 CrylAc 抗 性 相关 。 本 研究 通过 PCR 结合 
RACE 技术 获得 了 SiAPN3 的 cDNA 全 长 序列 , 并 从 
mRNA 水 平 检测 了 SIAPN3 ERIK A 2234, 但 
尚未 涉及 和 蛋 日 水 平 的 表达 与 受 体 功能 验证 。 鉴 于 
Bt 毒素 与 APN 受 体 在 不 同 昆虫 体内 的 相互 作用 机 
制 并 不 完全 相同 。 因 此 ,还 需 进 一 步 研究 大 坚 
APN3 与 Bt 毒素 的 作用 机 制 ， 以 期 为 昆虫 对 Bt 毒 
素 抗 性 产生 的 分 子 机 制 和 APN 受 体 基因 功能 的 验 
证 提供 理论 依据 。 
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